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【研究目的】嚢胞性線維症の原因タンパク質である ∆F508-CFTR 変異体はフォールディング異常により細胞内品
質管理機構に異常タンパク質として認識され, ユビキチン化により細胞質のプロテアソームに小胞体関連分解
（ER-associated degradation, ERAD）される. 先行研究において，網羅的 siRNA スクリーニングにより同定した HECT
型ユビキチンリガーゼ（HECT-E3）は ∆F508-CFTR をユビキチン化し，ERAD を促進することを明らかにした．
また，ノックダウン実験により，HECT-E3 は既知の ∆F508-CFTR ユビキチンリガーゼである RNF5 及び RNF185 
とは異なる経路で ∆F508-CFTR の ERAD を制御する可能性を見出した．そこで本研究では，これら E3 リガーゼ
ノックアウト（KO）細胞の表現型解析により，HECT-E3 が RNF5, RNF185 とは異なる経路で機能するか否かを明
らかにすることを第一の目的とした．ユビキチンには７つのリジン残基があり，それらを介してポリユビキチン鎖
が形成される．48 番目のリジンを介したポリユビキチン鎖 (K48 鎖) は標的タンパク質のプロテアソームによる分
解シグナルとなるが，63 番目のリジンを介したポリユビキチン鎖 (K63 鎖) はリソソーム分解に関与する．本研究
室の先行研究で，∆F508-CFTR のプロテアソーム分解に K29 鎖が関与する可能性を見いだした．しかしながら，K29
鎖修飾の機能はほとんど理解されていない．そこで∆F508-CFTR ERAD における K29 鎖ポリユビキチン鎖修飾の機
能解析を第二の目的とした． 
 
【実験方法】①	CRISPR-Cas9 法を用いて KO 細胞を樹立するために，RNF185, RNF5, HECT-E3 の gRNA を作製
し 293MSR 細胞に transfection 後, 細胞のクローニングを行なった．ゲノム PCR を行い標的遺伝子領域の欠損を確認
し，TA クローニングにより, 標的遺伝子配列の欠損または変異を確認した. またタンパク質レベルでの KO は 
Western Blotting 法で確認した. ②KO 細胞の HBH tag 融合 ∆F508 CFTR の安定高発現細胞を作製し, CFTR のタンパ
ク質量及び mRNA 量を測定した. ③KO 細胞での CFTR の安定性を評価するために, シクロヘキシミドを 1 時間処
理し, 発現量を Western Blotting 法で確認した. ④KO 細胞での ER ストレスを評価するために, ER ストレスマーカー
である Grp78 の mRNA 量を qPCR 法で定量した. ⑤KO 細胞での∆F508 CFTR のユビキチン化レベルを測定するため
に, NeutrAvidin ビーズで CFTR を単離して Western Blotting 法によりユビキチンレベルを調べた. ⑥K29 鎖及び K33
鎖のポリユビキチン鎖を主に切断する脱ユビキチン化酵素 TRABID に myc タグを融合した myc-TRABID を作製し, 
COS-7 細胞にリポフェクション法により一過性に発現させ, ∆F508 CFTR の発現量変化を Western Blotting 法で調べ
た. 
 
【実験結果と考察】① RNF5 及び RNF185 において，ゲノム PCR による標的配列の欠損が確認された．さらに, 
Western blotting においても，RNF5 及び RNF185 タンパク質の発現阻害が見られた.また TA クローニングの結果
HECT-E3, RNF5, RNF185 の標的遺伝子配列の欠損及び変異が確認できたことから, 計 7 種類の KO 細胞の樹立に成
功したと考えられた. ②ダブル,トリプル KO 細胞で ∆F508 CFTR の発現量の増加が確認できた. また CFTR の
mRNA 量の増加は見られなかった.③RNF185KO は有意に安定性が増加したが, HECT-E3+RNF185 DKO は RNF185 
KOと比較して有意な増加効果は見られなかった.またHECT-E3とHECT-E3+RNF5 DKOは有意に安定性が増加しな
かった. さらにトリプル KOは HECT-E3+RNF185 DKOによる安定効果を有意に増加させた. これらより, HECT-E3
は co-translationalな分解に関与し, RNF5及び RNF185は post-translationalな分解に関与している可能性が示唆された. 
④Grp78 の mRNA 量は今回作製した全ての KO 細胞で増加しなかったことから, HECT-E3, RNF5, RNF185 を KO し
ても, ∆F508 CFTR は小胞体内にミスフォールド状態で蓄積せず, 小胞体ストレスを誘導しないと考えられた.⑤ダ
ブル, トリプル KO 細胞で ∆F508 CFTR のユビキチン化レベルが減少していた.⑥∆F508 CFTR の発現量が TRABID
の量依存的に増加したことから, K29 型のポリユビキチン鎖は CFTR の分解に関与している可能生が示唆された. 
